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摘要 :目的 寻找 一 种 Fluoro-Jade B(FJB ) 染 色 结 合 目的 蛋白 免疫 荧光 多 标的 合适 方法 。 方 法 通过 电 北 法 制作 大 鼠 大 脑 中 动脉 
闭塞 模型 (MCAO) ,诱导 皮层 缺 血 半 暗 带 神经 元 变性 。 实 验 分 为 BJB 染 色 结合 蛋白 免疫 交 光 组 以 及 目的 蛋白 免疫 荧光 结合 FJB 
染色 组 。 大 鼠 MCAO 后 5 d 断 头 取 脑 , 脑 组 织 冰冻 切片 后 , 按 上 述 两 种 染色 顺序 染色 ,观察 两 组 实验 双 标 的 效果 。 结 果 FJB 染 
色 结 合 目的 蛋白 免疫 荧光 组 中 ,FJB 和 蛋白 免疫 菊 光 阳性 细胞 形态 清楚 ,免疫 双 标 效果 良好 ;而 蛋白 免疫 菊 光 结合 FJB 染色 组 ， 
虽然 FJB 阳性 细胞 较为 清晰 ,但 与 之 免疫 双 标 的 蛋白 免疫 荧光 阳性 细胞 不 清楚 ,背景 模糊 ,效果 不 佳 。 结 论 在 两 种 免疫 双 标 的 


方法 中 ,先行 EJB 染色 后 再 做 目的 蛋白 免疫 荧光 染色 ,不 会 影 
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响 蛋 白 免疫 荧光 的 染色 效果 ,有 利于 后 续 实 验 的 进行 和 观察 。 


A method for combining Fluoro-Jade B staining and immunofluorescent staining 
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Abstract: Objective To explore a method for combining Fluoro-Jade B (FJB) staining with immunofluorescent staining in rats 
with focal cortical infarction. Method Permanent distal middle cerebral artery occlusion (dMCAO) was induced in rats by 
electrocoagulation. The rat models were randomized into two groups, and frozen sections of the brain tissues from each group 
were stained with FJB followed by immunofluorescent staining or in the reverse order. Results FJB staining followed by 


immunofluorescence staining clearly visualized both FJB-positive and immunofluorescence-positive cells in the frozen 
sections, but the staining protocol in the reverse sequence failed to clearly show the immunofluorescence-positive cells. 


Conclusion FJB staining prior to immunofluorescence staining does not affect the staining effect of protein immunofluorescent 


staining and better visualizes the positive cells. 
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Fluoro-Jade B(FJB) 作 为 一 种 阴离子 欧 光 配 体 染 
料 ,对 变性 的 神经 元 具有 高 度 亲 和 力 ,能 特异 性 标记 中 
枢 神 经 系统 中 变性 神经 元 中 以 及 激活 的 胶 质 细胞 **。 
与 以 往 的 组 织 化 学 染色 方法 相 比 ,FJB 染 色 具 有 快速 、 
简单 经济 重复 性 好 等 优势 “。 因 此 ,FJB 染 色 可 作为 
研究 神经 系统 退行 性 疾病 以 及 检验 药物 神经 保护 作用 
的 一 种 方法 。 由 于 FJB 染色 不 能 用 于 变性 神经 细胞 的 
探测 与 定位 ,也 不 能 进一步 探讨 目的 蛋白 与 变性 神经 元 
之 间 的 相互 作用 关系 , 故 不 能 广泛 用 于 人 研究 变性 神经 元 
的 发 生发 展 机 制 。 为 了 解 目的 蛋白 与 变性 神经 元 的 共 
定位 表达 以 及 他 们 之 间 的 相互 关系 ,本 文通 过 实验 探讨 
JB 染色 结合 目的 集 晶 免疫 严 光 染色 的 方法 ,探讨 不 同 
染色 步骤 对 FJB 染色 结合 蛋白 免疫 荧光 方法 的 影响 , 寻 
找 FEJB 染色 结合 目的 蛋白 免疫 荧光 染色 的 最 佳 方法 。 
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本 人 研究 结果 将 为 探讨 神经 系统 退行 性 疾病 变性 神经 元 
的 定位 以 及 与 目的 蛋白 相互 作用 提供 一 种 良好 的 研究 
手段 ,也 可 拓展 FJB 染 色 的 应 用 范围 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

实验 动物 为 成 年 雄性 SD 大 鼠 , 体 质量 280~320 g， 
购 于 南方 医科 大 学 实验 动物 中 心 。 主 要 试剂 为 FJB 
(Millipore) , 目的 蛋白 Cathepsin B 抗体 (anti-CathB ) 
(Millipore)。 实 验 主要 仪器 为 冰冻 切片 机 (Leica); 严 光 
显微镜 (Leica)。 
1.2 大 脑 缺 血 动 物 模 型 制作 

SD 大 鼠 术 前 12 h 禁 食 , 异 氟 烷 (5% 异 氟 烷 混 于 
100% 0O; 诱 导 ,2% 维 持 ) 麻 醉 , 取 有 眼 - 耳 连 线 中 点 作 与 之 
垂直 的 切口 , 逐 层 暴露 至 颅骨 。 在 额 号 和 里 骨 鳞 部 结合 
处 前 下 方 约 1~2 mm 处 , 开 一 个 直径 约 为 5 mm 的 小 颅 
窗 ,此 时 透 过 人 硬 脑膜 就 可 见 一 条 较 直 且 少 分 支 的 小 血 
管 , 即 大 脑 中 动脉 ,该 动脉 几乎 垂直 于 嗅 束 向 上 而 行 ,在 
显微镜 下 用 虹膜 钓 小 心 括 开 人 硬 脑膜 ,分 离 血 管 周围 的 软 
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脑膜 和 蛛网 膜 组 织 , 使 血管 游离 ,在 大 脑 左 侧 中 动脉 与 
大 脑 上 静脉 (SCV) 交 又 上 方 ,用 双 极 电 凝 凝 闭 大 脑 中 动 
脉 MCA) 皮层 支 "”"。 术 后 腹腔 内 注射 青霉素 钠 盐 4 万 
单位 预防 感染 。 
1.3 动物 分 组 

本 实验 根据 研究 需要 ,将 Fluoro-Jade B(FJB) 染 色 
与 蛋白 的 免疫 荧光 双 标 或 多 标 。 采 用 随机 数字 表 法 将 
大 鼠 分 为 两 组 :第 1 组 对 大 鼠 脑 缺 血 切 片 先 行 FJB 染色 ， 
在 此 基础 上 通过 漂 片 法 进一步 复合 蛋白 免疫 荧光 ,具体 
见 1.4。 第 2 组 对 大 鼠 脑 缺 血 切 片 先 做 免疫 荧光 ,然后 贴 
片 进行 FEJB 染 色 , 具 体 见 1.5。 
1.4 Fluoro-JadeB 染色 

MCAO 术 后 第 5 天 ,大 鼠 通过 10% 水 合 氧 醛 深度 
麻醉 后 ,经 升 主动 脉 灌注 生理 盐水 , 继 以 4% 多 聚 甲 酶 磷 
酸 盐 缓冲 液 LpH 值 7.4) 快 速 灌注 ,迅速 开 颅 取 脑 ,冠状 
切 成 厚 约 5.0 mm 的 组 织 块 ,4% 多 聚 甲 醛 磷酸 盐 缓冲 液 
(pH 值 7.4) 继 续 固定 24 h, 依 次 在 10% .20% .30% 莽 精 
溶液 中 脱水 至 沉 底 后 ,冰冻 切片 , 片 厚 30 hum。 切片 首 
先 浸 入 100% 乙 醇 混 合 液 3 min, 转 入 70% 乙 醇 1 min, 然 
后 PBS 深 液 漂 洗 1 min; 继 而 转 人 0.06% 高 锰 酸 钾 洲 液 
15 min'' ,后 PBS 溶液 漂洗 1 minx3 次 ;将 0.0001% 
FJB 染 液 ( 含 0.1% 的 乙酸 ) 均 匀 滴 加 到 处 理 后 的 脑 切片 
上 ,室温 下 反应 30 min, 反 应 时 应 尽量 避免 强 光 照射 ; 反 
应 后 的 切片 在 蒸馏 水 中 漂洗 3 次 ,每 次 1 min; 如 还 需 与 
蛋白 免疫 荧光 染色 双 标 ,就 直接 进入 免疫 荧光 染色 步 
又 ,此 步骤 方法 用 于 FJB+CathB 组 。 如 不 需 双 标 , 可 贴 
片 晾 干 , 透 明 (二 甲 茶 7 min) ,用 中 性 树胶 (DPX) 封 片 。 
荧光 显微镜 下 采用 绿色 滤 色 片 观 察 并 采集 图 像 。 
1.5 免疫 荧光 

将 大 鼠 脑 片子 磷酸 盐 缓冲 液 PBS,0.01 mol/L,pH 
值 为 7.4) 漂 洗脑 片 5 minx3 次 ;每 孔 加 入 约 150 pL 正常 
非特 异 山羊 血清 封闭 液 ,室温 下 振荡 胰 育 1 h; 加 一 抗 ， 
每 孔 约 200 hL。 本 实验 目的 蛋白 一 抗 包括 CathB (1: 
100) ,一 抗 稀释 液 为 5% 的 牛 血清 白 蛋 白 (BSA) .0.2% 的 
Tritonx-100 深 于 PBS 中 ,室温 下 振荡 孵 育 1 h, 后 放 和 人 


脑 皮层 梗死 后 5 d, 皮 层 半 暗 带 见 大 量 绿色 荧光 着 色 的 
变性 神经 元 ,高 倍 镜 下 可 清楚 地 显示 变性 神经 元 胞 体 和 
突起 ;此 外 变性 神经 元 呈 固 缩 状 ,形态 不 规则 。 


图 1 大 鼠 大 脑 皮 层 缺 血 梗死 后 $ d Fluoro-Jade B 染色 
Fig.l FJB staining in the ipsilateral cortical ischemic 
penumbra at 5 days after focal cortical infarction in 
adult rats (Original magnification: x200). 


2.2 FJB 染色 复合 CathB 免疫 英 光 染色 

在 FJB+CathB 组 ,FJB 染 色 的 脑 切 片上 梗死 皮层 半 

音 带 可 清楚 地 观察 到 大 量 散 在 被 染 成 黄 绿色 效 光 的 

FJB 阳性 细胞 和 红色 人 免疫 严 光 的 CathB 阳性 细胞 ,图像 
的 背景 较 浅 ;荣光 多 标 也 显示 FJB 与 CathB 阳性 细胞 部 
分 重 双 。 而 在 CathB+FJB 组 中 ,虽然 可 见 FJB 阳性 细 
胞 ,但 蓝 色 DAPI 以 及 红色 CathB 阳性 细胞 模糊 ,细胞 形 
态 不 清晰 (图 2)。 
2.3 FJB 阳性 细胞 与 高 表达 CathB 阳性 细胞 重 登 

在 FJB+CathB 组 中 ,我 们 观察 到 大 鼠 大 脑 皮层 缺 
血 半 暗 带 区 红色 免疫 荧光 的 CathB 阳性 细胞 荧光 强度 
明显 高 于 正常 部 位 , 且 高 表达 CathB 的 阳性 细胞 与 FJB 
阳性 细胞 重 登 ;提示 大 脑 皮 层 缺 血 半 暗 带 的 CathB 可 能 
参与 到 神经 元 变性 的 发 生发 展 中 (图 3)。 


3 讨论 
大 鼠 大 脑 皮层 梗死 是 一 种 常用 的 局 部 脑 缺 血 模型 ， 
皮层 梗死 后 引起 半 暗 带 神经 元 变性 或 死亡 ,及 时 给 予 治 


4 冰箱 振荡 孵育 过 夜 14 ,次 日 于 室温 下 振荡 及 育 
1 h,PBS 漂 洗 5 minx6 次 ;每 孔 加 入 约 150 HE 荧光 二 抗 
( 抗 免 CY3 1:100) , 避 光 室温 振荡 孵育 2 h 后 ,PBS 漂洗 
5 minx5 次。 如 还 需 与 FJB 染色 免疫 双 标 , 可 将 做 完 
免疫 严 光 的 脑 片 贴 于 载 玻 片上 蚊 干 ,再 进行 FJB 染 色 ， 
该 方法 用 于 CathB+FJB 组。 最 后 用 水 性 封 片 剂 封 片 ， 
在 奖 光 显微镜 下 观察 并 采集 图 像 。 


2 结果 
2.1 大 脑 皮 层 缺 血 梗 死 后 导致 皮层 半 暗 带 神经 元 变性 
在 荧光 显微镜 下 观察 FJB 染色 切片 (图 1) ,大 鼠 大 


疗 对 于 半 暗 带 变性 神经 元 的 转 归 具有 重要 作用 。FJB 
与 以 前 的 本 染料 以 及 新 近 发 展 的 FIC 染料 的 性 质 相 
近 "", 属 于 第 二 代 阴 离子 区 光 染 料 , 可 标记 正 发 生变 性 
的 神经 元 ,是 一 种 研究 神经 系统 退行 性 疾病 神经 元 变性 
以 及 检验 神经 保护 药物 的 标志 物 *。 与 传统 的 检测 神 
经 元 变性 的 组 织 化 学 方法 比 ,FJB 染色 对 于 神经 元 变性 
的 检测 更 加 敏感 和 准确 ,操作 方法 也 更 加 简单 。 更 重要 
的 ,我 们 的 实验 结果 证 实 FJB 染色 能 与 目的 蛋白 免疫 菊 
光复 合 多 标 ,这 为 探讨 神经 系统 退行 性 疾病 变性 神经 元 
的 定位 以 及 与 日 的 分 子 相互 作用 提供 了 一 种 很 好 的 研 


究 手段 。 


http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2016, 36(5): 671-674 .673: 


FJB+CathB 


CathB+FJB 


图 2 两 种 FJB 染 色 结合 免疫 荧光 多 标 方法 的 比较 

Fig.2 Effect of the two methods for combining Fluoro-Jade B staining with immunofluorescent staining of the infarct 
tissue of rats(Original magnification: x 40). A: Representative images of fluorescent double-staining of the 
FJB-positive cells and CathB (green); B: Representative images of fluorescent double-staining of CathB (green) and 
FJB-positive cells. 


图 3 大 鼠 大 脑 皮 层 缺 血 半 上 暗 带 变性 神经 元 CathB 蛋白 免疫 荧光 增强 

Fig.3 CathB was up-regulated in FJB-positive cells in the ischemic penumbra after focal cortical infarction in adult 
rats. A: Fluorescent double-staining of CathB- (green) and the FJB-positive cells (Original magnification: x 40); B: 
Fluorescent double-staining of CathB- (green) and FJB-positive cells in the ischemic penumbra of cortical(Original 
magnification: x400). 


本 实验 结果 显示 ,在 大 鼠 大 脑 皮 层 梗 死 模 型 中 ， 果 不 佳 ,不 利于 后 续 的 实验 研究 。 本 实验 证 实 脑 组 织 切 
FJB+CathB 组 可 以 清晰 地 观察 到 皮层 半 暗 带 变 性 的 神 。” 片 先 予 FJB 染 色 再 与 目的 蛋白 免疫 这 光 多 标 可 行 ,这 与 
经 元 以 及 目的 蛋白 CathB 阳性 细胞 ,其 中 FJB 和 CathB 时 外 的 一 些 研 究 也 相 吻 合 “ ;同时 ,我 们 的 研究 结果 提 
阳性 细胞 清晰 ,染色 背景 浅 ;而 CathB+FJB 组 中 FJB 以 ” 示 FJB 染色 复 合 免疫 荧光 染色 步骤 的 顺序 会 影响 目的 
及 目的 蛋白 CathB 阳性 细胞 都 不 清晰 ,多 标 荧光 染色 效 ”蛋白 免疫 区 光 的 效果 。 在 CathB+FJB 组 中 ,目的 蛋白 
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的 荧光 效果 明显 不 如 FJB+CathB 组 ,可 能 的 原因 是 FJB 
染色 过 程 会 影响 目的 蛋白 CathB 的 免疫 荧光 效果 ,所 以 
先行 FEJB 染色 再 复合 蛋白 免疫 交 光 有 利于 FJB 染色 复 
合 蛋 白 免 疫 灾 光 多 标 。 

在 本 实验 结果 中 ,我 们 还 观察 到 半 暗 带 区 CathB 免 
疫 荧 光 强 度 明 显 高 于 正常 部 位 , 且 CathB 欧 光 强 的 神经 
细胞 与 FJB 染色 的 变性 神经 元 重 压 。EFJB 染色 与 目的 
蛋白 CathB 免疫 双 标 染色 结果 提示 ,大 鼠 大 脑 皮层 缺 血 
半 暗 带 CathB 表达 增强 可 能 导致 半 暗 带 区 神经 元 发 生 
变性 ,而 CathB 过 高 表达 则 导致 神经 元 发 生死 亡 。 我 们 
的 研究 结果 证 实 FJB 染色 复合 目的 蛋白 免疫 荧光 为 探 
讨 变性 神经 元 与 目的 分 子 之 间 的 相互 作用 关系 提供 了 
一 种 很 好 的 研究 手段 。 

综 上 所 述 ,FJB 染 色 技术 复合 目的 蛋白 免疫 灾 光 染 
色 方 法 可 行 ,能 用 于 变性 神经 细胞 的 探测 与 定位 ;此 外 ， 
在 探讨 目的 蛋白 与 变性 神经 元 之 间 的 相互 作用 中 具有 
一 定 的 应 用 价值 ,是 一 种 可 靠 .简单 .重复 性 好 的 检测 手 
段 。 因 此 ,在 神经 科学 相关 的 研究 中 ,FJB 染色 复合 目 
的 蛋白 免疫 灭 光 染 色 技术 是 一 种 值得 推荐 的 免疫 双 标 
或 多 标 方法 。 
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